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保因者由来皮膚線維芽細胞ならびに CRISPR-ObLiGaRe 法で樹立した ATM ヘテロノッ
クアウト（ATM +/-）細胞の放射線感受性について微小核形成法を用いて計測した。 
 A-T 原因遺伝子 ATM のヌル変異をコンパウンドヘテロに有する患者 1 名と、その保因
者 3 名、健常者 2 名からなる A-T 家系の皮膚線維芽細胞を入手した。これらの細胞を、
カバーガラスを入れた 6 穴プレートの各ウェルに播種して 4 時間後に、0.5 Gy、1 Gy、2Gy










末端結合（NHEJ）を介した遺伝子ノックイン技術である ObLiGaRe 法を用いて、ATM 遺伝
子のエクソン 11 に薬剤耐性遺伝子カセットを挿入した。すなわち、2.0 × 105 cells の
hTERT-RPE1 細胞をトランスフェクションの 24 時間前に 6 穴プレートの各ウェルに播種し
て、ドライバーベクターpx330 と、ターゲティングベクターをリポフェクション法で導入した。ト
ランスフェクション後 48 時間目に、細胞を 15 cm ディッシュに展開して 10% FBS、2 mg/ml 
G418 を添加した DMEM 培地内で 14 日間培養を行い、薬剤耐性クローンを単離した。得
られた 211 個の細胞クローンについて、PCR 法と直接シークエンス法で ATM 遺伝子型を
決定して、A-T モデル細胞 153 クローンと保因者モデル細胞 7 クローンを得た。そのうち、
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判  定  合  格 
 
 上記３名の審査委員会委員全員が出席のうえ，平成 29 年 8 月 3 日の第 70 回広島大




２ 微小核形成法とγH2AX 法の相違点 
３ ATM タンパク質発現量と微小核形成頻度が相関しなかった理由 
４ 臨床応用への展望 
５ 研究結果の放射線災害復興における意義 
 
  これらに対して極めて適切な回答をなし，本委員会が本人の学位申請論文の内容及
び関係事項に関する本人の学識について試験した結果，全員一致していずれも学位を授
与するに必要な学識を有するものと認めた。 
 
 
 
 
